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DESCRIPCION
Derivados de MMF de etilenglicoles

La presente invencion se refiere a compuestos novedosos, por ejemplo, para su uso como medicamento. En
particular, la presente invencion se refiere a profarmacos novedosos de fumarato de monometilo (MMF) adecuados
como medicamento, preferentemente en el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades sistémicas,
enfermedades autoinmunitarias y/o enfermedades inflamatorias, por ejemplo, esclerosis multiple y psoriasis.
Adicionalmente, la invencioén se refiere a una composicion farmacéutica que comprende los compuestos novedosos.

Antecedentes de la invencion

El fumarato de dimetilo (DMF) es un agente terapéutico oral que se ha publicado que reduce el rechazo que con
frecuencia se produce con respecto a un trasplante de drganos (reaccion de hospedador frente a injerto).
Adicionalmente, el DMF esta aprobado por ser adecuado como medicamento para el tratamiento o la prevencion de
una diversidad de enfermedades. Por ejemplo, se propone el DMF en el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias tales como la esclerosis multiple. Adicionalmente, se sugiere que el DMF es un agente
farmacéutico activo adecuado en el tratamiento de la psoriasis. EI DMF se caracteriza por la siguiente Férmula
quimica (1):

0]

Férmula (1)
Cuando se toma por via oral, se ha publicado que el DMF es hidrolizado, por ejemplo, por esterasas en el intestino a
fumarato de monometilo (MMF). EIl MMF puede considerarse como un metabolito del DMF y puede caracterizarse
por la siguiente Férmula quimica (2):

(@]
AP X

O

OH

Férmula (2)

Se ha publicado que los mecanismos de accion del DMF, o su metabolito MMF, incluyen la inhibicion de la
translocacion nuclear inducida por citocinas del factor nuclear kappa B (NF-kB), la apoptosis de los linfocitos T
estimulados y el aumento de la produccion de las citocinas de Tn2 IL-4 e IL-5 en linfocitos T estimulados, mientras
que la generacion de la citocina de Tn1 interferén gamma (IFN-y) se supone que permanece inalterada. Se describe
que el DMF activa el factor de transcripcion Nrf2 (factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2), que se une a
elementos de respuesta antioxidante en los promotores de genes protectores tales como NADPH-quinona-
oxidorreductasa-1 (NQO1) y hemo-oxigenasa-1. Por lo tanto, esto en Ultima instancia eleva los niveles del
importante antioxidante intracelular glutation (consultese Albrecht P. et al., Journal of Neuroinflammation 2012, 9:
163).

Adicionalmente, se afirma que el tratamiento de animales o cultivos primarios de células del SNC con DMF o MMF
dio como resultado un aumento de los niveles nucleares de Nrf2 activo, con la posterior regulacion positiva de los
genes diana antioxidantes canédnicos. El tratamiento con DMF o MMF aumenté el potencial redox celular, el
glutation, loa niveles de ATP y el potencial de membrana mitocondrial de manera dependiente de la concentracion.
El tratamiento de astrocitos o neuronas con DMF o MMF también mejord significativamente la viabilidad celular
después de la exposicion a un oxidante toxico de manera dependiente de la concentracion. Este efecto sobre la
viabilidad se perdi6 en las células que tenia Nrf2 eliminado o reducido. Estos datos sugieren que DMF y MMF son
citoprotectores para las neuronas y los astrocitos contra la lesion y la pérdida celular inducidas por estrés oxidativo,
potencialmente a través de la regulacién positiva de una respuesta antioxidante dependiente de Nrf2. Por lo tanto, en
resumen, se indica que in vivo DMF y MMF muestran aproximadamente la misma eficacia, en particular sobre el
factor de transcripcion Nrf2.
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Como se ha mencionado anteriormente, cuando se toma por via oral, el DMF es hidrolizado bastante rapido por las
esterasas en el intestino a fumarato de monometilo (MMF). Por lo tanto, se liberan cantidades significativas de MMF
en un periodo de tiempo corto. En principio, se esperaba que una hidrdlisis tan rapida proporcionase un nivel alto de
MMF en el plasma en un periodo de tiempo corto. Sin embargo, se ha descubierto que podria no conseguirse un
nivel plasmatico alto de MMF. Una razén podria ser que el organismo podria no ser capaz de transferir la cantidad
completa de MMF a los sitios del cuerpo donde tiene lugar la accién farmacologica.

El documento US 2010/048651 A1 (Gangakhedkar Archana [EE.UU.] et al.) se refiere a profarmacos de hidrégeno
fumarato de metilo, a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos profarmacos y a métodos de uso de
dichos profarmacos y composiciones farmacéuticas de los mismos para tratar enfermedades tales como psoriasis,
asma, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria intestinal y artritis.

Adicionalmente, se ha publicado que el DMF debe administrarse en cantidades bastante altas y que el agente
farmacéuticamente activo con frecuencia muestra efectos secundarios no deseables, tales como enrojecimiento y
especialmente sintomas relacionados con el aparato gastrointestinal, tales como irritacion del estémago y diarrea.

Por consiguiente, todavia existe la necesidad de nuevos medicamentos, preferentemente para su uso en el
tratamiento y/o la prevencion de enfermedades sistémicas, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
inflamatorias, por ejemplo, esclerosis multiple, artritis reumatoide y psoriasis. Los medicamentos deben ser
susceptibles de aplicarse en dosis apropiadas y no deben provocar efectos secundarios no deseados significativos.

Por lo tanto, era un objeto de la presente invencién superar los inconvenientes de la sustancia farmacoldgica
comercial mencionada anteriormente, DMF.

Era un objeto desarrollar un compuesto para su uso como medicamento para las enfermedades mencionadas
anteriormente en donde dicho compuesto muestra propiedades farmacocinéticas ventajosas.

En particular, deben proporcionarse compuestos que se hidrolicen de manera diferente a MMF, por ejemplo, mas
rapidamente o mas lentamente, especialmente mas lentamente que DMF en el cuerpo humano (o en condiciones
respectivas in vitro).

Adicionalmente, los compuestos deberian provocar preferentemente pocos efectos secundarios no deseables.

Adicionalmente, era un objeto de la presente invencién proporcionar compuestos que puedan usarse en el
tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria, preferentemente la fase temprana de una enfermedad
autoinmunitaria, en particular, de esclerosis multiple, de manera que el progreso de la enfermedad pueda retrasarse.

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con la presente invencion, los objetivos anteriores se consiguen mediante los compuestos especificos
que se describen en el presente documento por la Formula (l). Dichos compuestos pueden usarse como
medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades sistémicas, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades inflamatorias, por ejemplo, esclerosis multiple, artritis reumatoide y psoriasis.

Los compuestos de la invencion pueden considerarse como profarmacos de MMF. En general, un profarmaco puede
considerarse como una sustancia que se administra a un sujeto (preferentemente humano) en una forma
farmacologicamente inactiva o farmacolégicamente menos que completamente activa y, posteriormente, se convierte
en el cuerpo del sujeto en un farmaco activo, preferentemente a través de procesos metabdlicos que se producen en
el cuerpo del sujeto. En otras palabras, un profarmaco por lo general sirve como un tipo de "precursor” del farmaco
previsto.

Por lo tanto, el sujeto de la presente invencion es un compuesto de acuerdo con la Férmula (1)

0

Férmula (1),

en donde R es hidrogeno y n es un numero entero de 1 a 10, o
R es trans -CO-CH=CH-COOCHs3 y n es un numero entero de 2 a 10;
o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato, polimorfo y/o mezclas de los mismos.
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Se descubri6 que los compuestos de la presente invencidon muestran propiedades farmacéuticas y/o
farmacocinéticas superiores. En particular, los compuestos muestran una velocidad de hidrolizaciéon ventajosa de
manera que la dosis mas baja del compuesto pueda aplicarse al paciente.

Otro sujeto de la invencion es un compuesto de acuerdo con la Férmula (1) en donde R es hidrégeno o trans -CO-
CH=CH-COOCH;3 y n es un numero entero de 0 a 10; o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato,
polimorfo y/o mezclas de los mismos para su uso como medicamento.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere a un compuesto de acuerdo con la Férmula (I) en donde R es
hidrégeno o trans -CO-CH=CH-COOCHS3; y n es un nimero entero de 0 a 10; o una sal farmacéuticamente aceptable,
hidrato, solvato, polimorfo y/o mezclas de los mismos para su uso en el tratamiento de enfermedades sistémicas,
enfermedades autoinmunitarias o enfermedades inflamatorias tales como la artritis reumatoide, preferentemente
para el tratamiento de la esclerosis multiple o la psoriasis, en particular, de la multiples esclerosis.

Otro sujeto es una composicion farmacéutica que comprende el compuesto mencionado anteriormente de acuerdo
con la Férmula (1).

Descripcion detallada de la invencién

En el contexto de la presente invencion, el compuesto de la presente invencion se representa por la Férmula (1)
anterior. Adicionalmente, el compuesto puede referirse a sales farmacéuticamente aceptables, hidratos, solvatos,
polimorfos y mezclas de los mismos. Por ejemplo, la invencion también se refiere a sales farmacéuticamente
aceptables de compuestos de acuerdo con la Férmula (1) o a solvatos de sales o hidratos o polimorfos o similares.
Lo mismo se aplica para todas las realizaciones, por ejemplo, para compuestos de Formulas (ll), (III), (V1) y (VII)
como se muestra a continuacion.

La variable n es un nimero entero de 1 a 10, preferentemente de 1 a 6, mas preferentemente de 1 a 3.

Se prefiere particularmente que n sea 1.

En una realizacion alternativa particularmente preferida, n es 2.

En una realizacion alternativa particularmente preferida, n es 3.

En una realizacioén preferida, n puede ser 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10.

R es hidrégeno o trans -CO-CH=CH-COOCH:s.

En ambas alternativas, n puede definirse como anteriormente.

Preferentemente R puede ser hidrégeno. Un compuesto de acuerdo con la Férmula (1), con R siendo hidrégeno,
puede considerarse como un (oligo)etilenglicol en donde uno de los grupos hidroxi esta esterificado con MMF.

En una realizacion preferida de la invenciéon, en un compuesto de acuerdo con la Féormula (I), nes 1 y R es
hidrégeno.

En una realizacion alternativa preferida de la invencién, en un compuesto de acuerdo con la Féormula (I), nes 2y R
es hidrogeno.

En otra realizacion alternativa preferida de la invencion, en un compuesto de acuerdo con la Féormula (I), nes 3y R
es hidrogeno.

En una realizacion preferida de la invencion, en un compuesto de acuerdo con la Férmula (1), R es hidrégeno y n es
4,5,6,7,8,9010.

Por lo tanto, en una realizacién especialmente preferida, el compuesto de acuerdo con la Formula (1) se selecciona
entre los compuestos de acuerdo con las Formulas (Il), (lll) y (V)

O

O Q.
ch/ N R N N

Férmula (1),
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Q
0O 0 OH
HC™ AN i g N Y
G
Férmula (1)
5
O
O O O
Hac’” N o S “\/"\0/”“\/’ \/”’\OH
Q
Férmula (IV)

10 Como alternativa, preferentemente, R puede ser trans -CO-CH=CH-COOCHs. Un compuesto de acuerdo con la
Férmula (I), con R siendo trans -CO-CH=CH-COOCHS3;, puede considerarse como un (oligo)etilenglicol en el que
ambos grupos hidroxi estan esterificados con MMF.

En una realizacion preferida de la invencion, en un compuesto de acuerdo con la Férmula (I), R es trans -CO-
15 CH=CH-COOCHszynes4,5,6,7,8,9010.

En una realizacion particularmente preferida de la invencién, en un compuesto de acuerdo con la Férmula (1), n es 2
y R es trans -CO-CH=CH-COOCHS;.

20 Enuna realizacion alternativa particularmente preferida de la invencién, en un compuesto de acuerdo con la Férmula
(1), nes 3y R es trans -CO-CH=CH-COOCHs.

Por lo tanto, en una realizacion alternativa especialmente preferida, el compuesto de acuerdo con la Férmula (1) se
selecciona entre los compuestos de acuerdo con las Féormulas (VI) y (VII)

25
O O
O O O CH
MG AN o I TN T A o~ e
4
O O
Férmula (VI)
O O
O O O O
e AN o NN NN S “cH,

30 o O

Formula (VII)

Se prefiere que, en particular para su uso no médico, un compuesto de acuerdo con la Férmula (l) no se represente
35  por un compuesto de acuerdo con la Férmula (V)

O O

G O O
G AN o >N F “cH,

Férmula (V)
40
Un compuesto de acuerdo con la Férmula (I) puede sintetizarse preferentemente a través de la siguiente via:
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0
o ) o
HO/h/ }n\/\GH —  Ho” N‘C"{\/ }Y\GR

o)

Férmula (E') Férmula (1)

Preferentemente, en la etapa un compuesto de acuerdo con la Férmula (E') y MMF pueden someterse a una
esterificacion en un disolvente organico en presencia de un agente de acoplamiento. Un agente de acoplamiento es
preferentemente una sustancia que generalmente facilita la formacién de un éster o una amida. El agente de
acoplamiento reacciona con un grupo carboxi formando un intermedio reactivo que posteriormente se hace
reaccionar adicionalmente con un alcohol o una amina para formar el producto final, es decir, un éster o una amida.
Pueden ser agentes de acoplamiento adecuados, por ejemplo, DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida), DIC (N,N'-
diisopropilcarbodiimida), EDC (clorhidrato de N-etil-N'-(3-metilaminopropil)carbodiimida), CDI (carbonildiimidazol),
preferentemente EDC. Se prefiere adicionalmente que la reaccion de acoplamiento se realice en presencia de un
compuesto alcalino auxiliar. Son compuestos alcalinos adecuados, por ejemplo, piridina y aminas, tales como
trietilamina, diisopropiletilamina y DMAP (4-(dimetilamino)piridina), en particular DMAP.

Un disolvente organico adecuado puede ser, por ejemplo, diclorometano, cloroformo, acetonitrilo, dioxano,
tetrahidrofurano y dimetilformamida.

Como alternativa, EI MMF puede hacerse reaccionar preferentemente con cloruro de tionilo o cloruro de oxalilo,
preferentemente cloruro de oxalilo, para formar el cloruro de acido correspondiente. Posteriormente, el cloruro de
acido correspondiente puede someterse a una reaccion con el compuesto de acuerdo con la Férmula (E'),
preferentemente en un disolvente organico tal como dioxano, tetrahidrofurano, cloroformo o diclorometano.
Adicionalmente, la reaccién del cloruro de acido con un compuesto de acuerdo con el compuesto de acuerdo con la
Formula (E') se realiza preferentemente en presencia de un compuesto alcalino auxiliar. Son compuestos alcalinos
adecuados, por ejemplo, piridina y aminas, tales como trietilamina, DMAP (4-(dimetilamino)piridina) vy
diisopropiletilamina, preferentemente trietilamina.

Como alternativa, el cloruro de acido de MMF anterior puede transferirse adicionalmente en ésteres activados como
el éster de paranitrofenol.

Ademas, de forma alternativa, el MMF puede hacerse reaccionar con cloruros de acido, difenilfosforil azida o
isocianato de clorosulfonilo para formar anhidridos (mixtos). Estos anhidridos mixtos también pueden someterse a
reacciones adicionales para obtener formas adicionales de anhidridos. Por ejemplo, el anhidrido de fumarato de
monometilo puede obtenerse mediante dicha preparacion.

Posteriormente, un éster activado o anhidrido de MMF puede someterse a una reaccién con el compuesto de
acuerdo con la Férmula (E'), preferentemente en un disolvente organico tal como dioxano, tetrahidrofurano,
cloroformo, acetona o diclorometano. Adicionalmente, la reaccién de un éster activado o anhidrido de MMF con el
compuesto de acuerdo con la Férmula (E') se realiza preferentemente en presencia de un compuesto alcalino
auxiliar. Son compuestos alcalinos adecuados, por ejemplo, piridina y aminas, tales como ftrietilamina,
diisopropiletilamina y DMAP (4-(dimetilamino)piridina), preferentemente DMAP.

Como alternativa, la reaccién del éster activado o anhidrido de MMF con el compuesto de acuerdo con la Férmula
(E") puede realizarse preferentemente en ausencia de un compuesto alcalino auxiliar.

Un disolvente organico adecuado puede ser, por ejemplo, dioxano, tetrahidrofurano y dimetilformamida.

En una realizacion preferida, uno de los grupos hidroxi del compuesto de acuerdo con la Férmula (E') puede
protegerse con un grupo de proteccion antes de someterse a una reaccion con MMF en presencia de un agente de
acoplamiento o con el cloruro de acido de MMF o el anhidrido de MMF. Un grupo de proteccion de este tipo puede
ser, por ejemplo, un grupo trialquilsililo.

Después de la reaccion de acoplamiento, la proteccién puede retirarse preferentemente mediante una reaccién
adecuada.

Los compuestos anteriores de acuerdo con la Férmula (I) muestran propiedades farmacocinéticas excelentes. En
dos horas, los compuestos muestran una hidrélisis en MMF y residuo organico restante en donde la hidrdlisis se
modifica a la de DMF. Como resultado, se libera una cantidad menor de MMF en las dos horas y, por lo tanto, los
compuestos pueden denominarse compuestos (profarmacos de MMF) con una liberacion intrinsecamente retardada
de MMF. Adicionalmente, no se espera que el residuo organico restante darie el organismo del paciente.
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Adicionalmente, la presente invencion se refiere a un compuesto de acuerdo con la Férmula (I) en donde R es
hidrégeno o trans -CO-CH=CH-COOCH;3 y n es un nimero entero de 0 a 10 o una sal farmacéuticamente aceptable,
hidrato, solvato, polimorfo y/o mezclas de los mismos para su uso como medicamento.

En una realizacion preferida, en un compuesto de Férmula (l) para su uso como medicamento, n es un ndmero
entero de 0 a 10, preferentemente de 1 a 6 y mas preferentemente de 1 a 3, en particular 1, 2 0 3.

En una realizacion preferida, nes 0, 4, 5,6, 7, 8,9 0 10.

Se prefiere particularmente que n sea 1.

En una realizacion alternativa particularmente preferida, n es 2.

En una realizacion alternativa particularmente preferida, n es 3.

En una realizacion preferida, en un compuesto de Férmula (1) para su uso como medicamento, R es hidrogeno.

En una realizacion preferida de la invencion, en un compuesto de acuerdo con la Férmula (I) para su uso como
medicamento, R es hidrégenoynes 0,4, 5,6, 7, 8,9 0 10.

En una realizacion particularmente preferida de la invencion, en un compuesto de acuerdo con la Férmula (1) para su
uso como medicamento, n es 1y R es hidrégeno.

En una realizacion alternativa particularmente preferida de la invencién, en un compuesto de acuerdo con la Férmula
() para su uso como medicamento, n es 2 y R es hidrégeno.

En una realizacién alternativa particularmente preferida adicional de la invencién, en un compuesto de acuerdo con
la Férmula (I) para su uso como medicamento, n es 3 y R es hidrégeno.

En una realizacion especialmente preferida, un compuesto de acuerdo con la Férmula () para su uso como
medicamento se selecciona entre los compuestos de acuerdo con las Formulas (Il), (1ll) y (V)

O
H,C” © = 0" > 0
O
Férmula (11)
o]
e O S Nor O N O
o
Férmula (1)
O
H,C” © > i N T
O
Férmula (IV)

En una realizacion alternativa preferida, en un compuesto de Férmula (1) para su uso como medicamento, R es trans
-CO-CH=CH-COOCH.

En una realizacion preferida de la invencion, en un compuesto de acuerdo con la Férmula (I) para su uso como
medicamento, R es trans -CO-CH=CH-COOCHynes0,4,5,6,7,8,9010.

En una realizacion particularmente preferida de la invencion, en un compuesto de acuerdo con la Férmula (1) para su
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uso como medicamento, n es 1y R es trans -CO-CH=CH-COOCH.

En una realizacién alternativa particularmente preferida de la invencién, en un compuesto de acuerdo con la Férmula
() para su uso como medicamento, n es 2 y R es trans -CO-CH=CH-COOCH.

En una realizacién alternativa particularmente preferida adicional de la invencion, en un compuesto de acuerdo con
la Férmula (I) para su uso como medicamento, n es 3 y R es trans -CO-CH=CH-COOCH.

En una realizacion especialmente preferida, un compuesto de acuerdo con la Férmula () para su uso como
medicamento se selecciona entre los compuestos de acuerdo con las Formulas (V), (V1) y (VII)

O O

O O G
G AN o >N s “cH,

Férmula (V)

o™ N ST N0 TN O N NN TN N

Férmula (VI)

H30/0 = O/\\/G\//\O/\/Q\/\G F O\C&E

Formula (VII)

Un sujeto adicional de la invencion es un compuesto de acuerdo con la Féormula (1) en donde R es hidrégeno o trans
-CO-CH=CH-COOCHj3 y n es un numero entero de 0 a 10 o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato,
polimorfo y/o mezclas de los mismos para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades sistémicas,
enfermedades autoinmunitarias o enfermedades inflamatorias.

Para un compuesto anterior de acuerdo con la Férmula (l) para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de
enfermedades sistémicas, enfermedades autoinmunitarias o enfermedades inflamatorias, se aplica lo mismo que
para un compuesto de acuerdo con la Férmula (I) para su uso como medicamento.

Las enfermedades sistémicas no solo afectan a los drganos individuales. En cambio, se sabe que estas
enfermedades afectan a varios érganos y tejidos o incluso al cuerpo en su conjunto.

Las personas que tienen una enfermedad autoinmunitaria por lo general padecen que su sistema inmunitario ataca
erroneamente sus propias células de su organismo y, por lo tanto, responde incorrectamente a las sustancias
normalmente presentes en el cuerpo.

Una inflamacién puede definirse como la respuesta del cuerpo a la aparicion de estimulos nocivos que pueden
provocar dolor, calor, enrojecimiento, hinchazén y pérdida de la funcién del 6rgano afectado.

Es posible que algunas de las enfermedades mencionadas anteriormente no puedan asignarse a un solo grupo de
los grupos mencionados anteriormente, puesto que muestran los sintomas de mas de uno de ellos.

En una realizacién preferida adicional, el compuesto mencionado anteriormente de acuerdo con la Férmula (1) es
para su uso en el tratamiento de la esclerosis multiple, la artritis reumatoide y la psoriasis, preferentemente la
esclerosis multiple. Dichos compuestos pueden usarse, por ejemplo, en el tratamiento de los siguientes tipos de
esclerosis multiple: recidivante-remitente, primaria-progresiva, secundaria-progresiva y progresiva-recidivante. En
una realizacion preferida, los compuestos de la presente invencion se usan en el tratamiento de la esclerosis multiple
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recidivante-remitente.

Adicionalmente, la presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto de acuerdo con la presente invencién, es decir, una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto de acuerdo con la Férmula () para su uso como medicamento y opcionalmente excipientes
farmacéuticos.

En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica comprende

(i) de 0,01 a 10 mmol, mas preferentemente de 0,05 a 5 mmol, aun mas preferentemente de 0,25 a 3,5 mmol y
particularmente preferentemente de 0,5 a 2,5 mmol de un compuesto de acuerdo con la Férmula (l) para su
uso como medicamento

(ii) excipiente o excipientes farmacéuticos.

En una realizaciéon preferida adicional, la presente composicion puede comprender uno o mas excipientes
adicionales, preferentemente excipientes farmacéuticos como se describe en la Farmacopea Europea (Ph.Eur.) y/o
en la Farmacopea de los EE.UU. (USP).

Son ejemplos de excipientes farmacéuticos vehiculos, aglutinantes, cargas, disgregantes, agentes disipadores,
agentes de deslizamiento y/o lubricantes.

En una realizacion preferida, los excipientes se eligen de manera que la formulacién resultante sea una formulacion
resistente al jugo gastrico. En una realizacion preferida, la formulacion de la presente invencién no muestra
liberacion significativa de farmaco en condiciones acidas. En particular, la liberacion de farmaco in vitro después de 2
horas es inferior al 10 %, preferentemente del 0 al 9,9 %, mas preferentemente del 0 al 5%, aun mas
preferentemente del 0,001 al 3 %, medida de acuerdo con la USP, Aparato Il, paleta, HCI 0,1 N, 37 °C, 50 rpm.

La composicion farmacéutica puede estar en una forma adecuada para la administracién oral, preferentemente en
forma de un comprimido o capsula, en particular en forma de un comprimido.

Se prefiere adicionalmente que el comprimido esté recubierto con un recubrimiento pelicular. Como alternativa, la
capsula también podria estar recubierta.

En la presente invencion, son posibles los siguientes tres tipos de recubrimientos peliculares:

- recubrimiento pelicular que no afecta a la liberacién del principio activo,
- recubrimientos peliculares resistentes al jugo gastrico,
- recubrimientos peliculares retardados.

En general, los recubrimientos peliculares pueden prepararse usando agentes formadores de pelicula tales como
ceras, derivados de celulosa, poli(met)acrilato, polivinilpirrolidona, acetato ftalato de polivinilo y/o goma laca o gomas
naturales tales como carragenina.

Se prefiere que el comprimido presente esté recubierto con un recubrimiento pelicular resistente al jugo gastrico.
Como alternativa, puede usarse una capsula que comprenda un recubrimiento pelicular resistente al jugo gastrico.

El recubrimiento pelicular resistente al jugo gastrico es preferentemente un recubrimiento pelicular que es estable en
el intervalo de pH de aproximadamente 0,7 a 3,0, que se supone que es el valor de pH del jugo gastrico humano que
se encuentra en el estomago. Sin embargo, en un ambiente con un valor de pH de 5 a 9, que se supone que esta
presente en el intestino (delgado) del cuerpo humano, el recubrimiento pelicular resistente al jugo gastrico se
disuelve preferentemente y puede liberarse el farmaco.

El recubrimiento pelicular resistente al jugo gastrico (con frecuencia también denominado recubrimiento entérico)
puede comprender agentes formadores de pelicula que son, por ejemplo, grasas, acidos grasos, ceras, alginatos,
goma laca, acetato ftalato de polivinilo, derivados de celulosa tales como carboximetiletilcelulosa, acetato succinato
de celulosa, acetato ftalato de celulosa, ftalato de hidroxipropil metil celulosa, acetato succinato de
hidroxipropilmetilcelulosa, acetato trimelitato de celulosa y copolimeros de acido met(acrilico) tales como
copolimeros de acrilato de metilo-acido metacrilico, copolimeros de metacrilato de metilo-acido metacrilico, Eudragit
(por ejemplo, Eudragit ® L30D, Eudragit® L, Eudragit® S).

El recubrimiento esta preferentemente libre de ingrediente activo. Se prefiere adicionalmente que el espesor del
recubrimiento sea por lo general de 10 ym a 2°mm, preferentemente de 50 a 500 pm.

El recubrimiento preferido puede comprender un agente formador de pelicula y uno o mas de los siguientes:
lubricante, tensioactivo, agente de deslizamiento, pigmento y agua.
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El recubrimiento preferido de acuerdo con una realizacion de la presente invencién puede comprender, junto con el
agente formador de pelicula, por ejemplo, acido estearico como lubricante para plastificar y disolver el polimero,
laurilsulfato sédico como tensioactivo para humedecer y disgregar, talco como agente de deslizamiento, 6xido de
hierro amarillo y/u 6xido de titanio como pigmento o pigmentos y opcionalmente agua purificada.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica puede administrarse de una a tres veces al dia,
preferentemente una o dos veces al dia, mas preferentemente una vez al dia.

Adicionalmente, en el presente documento se describe un método para tratar y/o prevenir enfermedades sistémicas,
enfermedades autoinmunitarias y/o enfermedades inflamatorias, preferentemente esclerosis mdiltiple, artritis
reumatoide o psoriasis, en particular esclerosis multiple, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una
cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la invencién, en particular un compuesto de acuerdo con la
Formula (1) donde los restos se definen como anteriormente, o la composicion farmacéutica de la invencion. Para
este compuesto y esta composicion farmacéutica, se aplica la misma explicacién (por ejemplo, con respecto a la
combinacion de posibles realizaciones) en cuanto al compuesto y la composiciéon farmacéutica como se ha descrito
anteriormente, respectivamente.

La invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1: Ester metilico del éster 2-(2-{2-[2-((E)-3-metoxicarbonil-acriloil-oxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etilico del
acido (E)-but-2-enodioico

O
+
H@:}\MO P OH H O/\'/O\/\ O/\/QWOH —

Hﬂcwg s O O/‘\//Q\/\Q/”\/Q AN ‘ s/{‘tﬁf@

Procedimiento A:

Se suspendieron tetraetilenglicol (TEG, 3 g, 15,4 mmol), clorhidrato de N-etil-N'-(3-metilaminopropil)carbodiimida
(EDC, 8,83 g, 46,3 mmol) y 4-(dimetilamino)piridina (DMAP, 0,09 g, 0,8 mmol) en THF seco (30 ml). Se disolvid
fumarato de monometilo (4,82 g, 37,1 mmol) en THF (50 ml) y se afiadi®6 gota a gota a la suspension de
tetraetilenglicol. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion continua a 23 °C durante 2,5 h. La capa organica se
evapord a 43 °C para producir un producto de tipo jarabe de color ligeramente marrén. El producto en bruto se
sometié a cromatografia ultrarrapida (eluyente: acetato de etilo/n-hexano 4/1 (valor de Rf 0,75) para producir el
producto (4,16 g; 64 %) en forma de un aceite incoloro, que se seco al vacio.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & ppm 3,65 (s, 8 H) 3,74 (t, J = 4,69 Hz, 5 H) 3,80 (s, 6 H) 4,35 (t, J = 4,70 Hz, 4 H) 6,87
(s, 3H)

RMN '3C (100 MHz, CDCls) & ppm 52,3, 64,4, 68,9, 70,7, 133,5, 164,8, 165,3

Procedimiento B

Se suspendieron tetraetilenglicol (TEG, 100 g, 0,51 mol), fumarato de monometilo (140,7 g, 1,08 mol) y 4-
(dimetilamino)piridina (DMAP, 6,29 g, 51,5 mmol) en diclorometano seco (1000 ml) a TA. Se afiadi6 gota a gota una
solucion de diciclohexilcarbodiimida (DCC, 223,1 g, 1,08 mol) en diclorometano (300 ml) a 10 °C. Después de que se
completase la adicion, la mezcla de reaccién se agité a TA durante 0,5 h. La suspension de color blanco se filtré y al
filtrado se le afadié agua (1500 ml). Las fases se separaron y la capa de agua se extrajo dos veces con
diclorometano (2x750 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (250 ml), se secaron sobre
sulfato de sodio y se evaporaron. El producto en bruto se disolvié en acetato de etilo (160 ml) a 60 °C y se afadi6 n-
hexano lentamente a esta temperatura. Después de que se completase la adicidn, la mezcla se enfrié lentamente a
TA 'y se enfrid en el frigorifico durante 16 h. La suspension se filtr6 y se lavé con acetato de etilo/n-hexano (1:2) para
producir 175,68 g en forma de un sélido de color amarillento. El sélido se suspendioé en diisopropil éter (750 ml) a TA
durante 20 h. Después de eso, el sélido se filtréd y se secé en un desecador (TA/2 kPa (20 mbar)) durante 24 h para
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producir un sélido de color blanco (155,2 g; 72 %).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 3,53 (s, 8 H) 3,64 (t, J = 4,70 Hz, 5 H) 3,74 (s, 6 H) 4,26 (t, J = 4,70 Hz, 4 H)
6,76 (s, 3 H)

Ejemplo 2: Ester metilico del éster 2-{2-[2-((E)-3-metoxicarbonil-acriloil-oxi)-etoxi]-etoxi}-etilico del acido (E)-
but-2-enodioico

O
ch\(} A O * HG/\\//Q\/\\O/’\\/QH ————

H3CNQ a {}\//\S/"\V/G\/"‘\G s {}\{BHQ
O 0]

Se suspendieron trietilenglicol (3 g, 20,0 mmol), clorhidrato de N-etil-N'-(3-metilaminopropil)carbodiimida (11,49 g,
59,9 mmol) y 4-(dimetilamino)piridina (0,12 g, 1,0 mmol) en THF seco (55 ml). Se disolvié fumarato de monometilo
(6,24 g, 47,9 mmol) en THF (70 ml) y se afadi6é gota a gota a la suspension de trietilenglicol. La mezcla de reaccion
se mantuvo en agitacion continua a 23 °C durante 2 h. La capa organica se evaporé a 40 °C para producir un
producto de tipo jarabe de color ligeramente rosa/marron. El producto en bruto se sometid a cromatografia
ultrarrapida (eluyente: acetato de etilo/n-hexano 4/1 (valor de Rf 0,7) para producir el producto (5,44 g; 73 %) en
forma de un sélido incoloro, que se seco al vacio.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm 3,64 (s, 4 H) 3,71-3,76 (m, 4 H) 3,77-3,83 (m, 7 H) 4,29-4,40 (m, 4 H) 6,86 (s, 3 H)
RMN '3C (100 MHz, CDCl3) & ppm 52,3, 64,4, 68,9, 70,6, 133,4, 133,5, 164,8, 165,3

Ejemplo 3: Ester metilico del éster 2-[2-((E)-3-metoxicarbonil-acriloiloxi)-etoxi]-etilico del acido (E)-but-2-
enodioico

0
RO, 7 OH  * Lo ™SOy A

5*39%0 P Ow{)/\/(} X C}/’SH3
O O

Se suspendieron dietilenglicol (3 g, 28,3 mmol), clorhidrato de N-etil-N'-(3-metilaminopropil)carbodiimida (16,3 g,
84,8 mmol) y 4-(dimetilamino)piridina (0,17 g, 1,4 mmol) en THF seco (70 ml). Se disolvié fumarato de monometilo
(8,83 g, 67,8 mmol) en THF (100 ml) y se afiadi6 gota a gota a la suspension de dietilenglicol. La mezcla de reaccion
se mantuvo en agitacion continua a 23 °C durante 2 h. La capa organica se evaporé a 41 °C para producir un
producto de tipo jarabe de color ligeramente rosa/marron. El producto en bruto se sometid a cromatografia
ultrarrapida (eluyente: acetato de etilo/n-hexano 4/1 para producir el producto (5,9 g; 63 %) en forma de un solido
incoloro, que se secd al vacio.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm 3,72-3,75 (m, 4 H) 3,79 (s, 6 H) 4,28-4,40 (m, 4 H) 6,86 (s, 4 H)

RMN '3C (100 MHz, CDCls) & ppm 52,3, 64,2, 68,8, 133,3, 133,6, 164,8, 165,2

Ejemplo 4: Ester metilico del éster 2-{2-[2-(2-hidroxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etilico del acido (E)-but-2-enodioico

11
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HC . OH T o ™I N O R

Hfﬂcmo e Q\V/\Q/'\\/Q\/”‘\Q/\\/OH
Q

Se disolvieron tetraetilenglicol (8,96 g, 46,1 mmol), clorhidrato de N-etil-N'-(3-metilaminopropil)carbodiimida (3,54 g,
18,4 mmol) y 4-(dimetilamino)piridina (0,09 g, 0,8 mmol) en THF (20 ml). Se disolvié fumarato de monometilo (2 g,
15,4 mmol) en THF (30 ml) y se afadié gota a gota a la solucion de tetraetilenglicol a 23 °C en 20 minutos. La
mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion continua a 23 °C durante 1,5 h. Se detuvo la agitaciéon y se obtuvo una
capa bifasica, se desecho la capa inferior y se evaporo la capa superior. El producto en bruto obtenido se sometié a
cromatografia ultrarrapida con acetato de etilo al 100 % o acetato de etilo/n-hexano (4/1) para producir el producto
en forma de un aceite incoloro (2,47 g; 53 %).

RMN 'H (400 MHz, CDClz) & ppm 2,73 (s, 1 H) 3,52-3,57 (m, 2 H) 3,61 (s, 8 H) 3,63-3,73 (m, 4 H) 3,75 (s, 3 H) 4,26-
4,35 (m, 2 H) 6,76-6,92 (m, 2 H)

Ejemplo 5: Ester metilico del éster 2-[2-(2-hidroxi-etoxi)-etoxi]-etilico del acido (E)-but-2-enodioico
O
O OH e
H;;{,;\O P OH + HQ/\V \\/’/\\0//\\/

HyC O O
\‘*{3 / \\/\\“Q/\\»,/ \//N\QH
O

Se disolvieron ftrietilenglicol (6,92 g, 46,1 mmol), clorhidrato de N-etil-N'-(3-metilaminopropil)carbodiimida (3,54 g,
18,4 mmol) y 4-(dimetilamino)piridina (0,09 g, 0,8 mmol) en THF (20 ml). Se disolvié fumarato de monometilo (2 g,
15,4 mmol) en THF (30 ml) y se afiadi6é gota a gota a la solucion de trietilenglicol a 23 °C en 20 minutos. La mezcla
de reaccion se mantuvo en agitacion continua a 23 °C durante 1,5 h. Se detuvo la agitacion y se obtuvo una capa
bifasica, se desecho la capa inferior y se evaporé la capa superior. El producto en bruto obtenido se sometié a

cromatografia ultrarrapida con acetato de etilo al 100 % o acetato de etilo/n-hexano (4/1) para producir el producto
en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 6: Ester metilico del éster 2-(2-hidroxi-etoxi)-etilico del acido (E)-but-2-enodioico
O
O
e
HKCN\Q P OH H{}/\\/ \\/\GH ————

My F N N T
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Se disolvieron dietilenglicol (4,89 g, 46,1 mmol), clorhidrato de N-etil-N'-(3-metilaminopropil)carbodiimida (3,54 g,
18,4 mmol) y 4-(dimetilamino)piridina (0,09 g, 0,8 mmol) en THF (20 ml). Se disolvié fumarato de monometilo (2 g,
15,4 mmol) en THF (30 ml) y se afiadié gota a gota a la solucion de dietilenglicol a 23 °C en 20 minutos. La mezcla
de reaccion se mantuvo en agitacion continua a 23 °C durante 1,5 h. Se detuvo la agitacion y se obtuvo una capa
bifasica, se desecho la capa inferior y se evaporé la capa superior. El producto en bruto obtenido se someti6é a
cromatografia ultrarrapida con acetato de etilo al 100 % o acetato de etilo/n-hexano (4/1) para producir el producto
en forma de un aceite incoloro.

RMN 'H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & ppm 2,46 (s, 1 H) 3,53-3,59 (m, 2 H) 3,69 (s, 4 H) 3,75 (s, 3H) 4,31 (m, J =
4,70, 4,70 Hz, 2 H) 6,82 (s, 2 H)

Ejemplo 7: Investigacion y comparacion de la cinética de la liberacion de MMF de los diferentes compuestos
de la presente invencion y DMF durante la incubacion en liquido intestinal de minicerdo

7.1 Material

7.1.1 Compuestos de ensayo

Se sintetizaron compuestos de la presente invencién como se ha descrito anteriormente.

7.1.2 Liquido intestinal

Se tomaron muestras de tejido/liquido intestinal y enterocitos de un minicerdo SPF Géttingen de 10 meses de edad.
El peso corporal era de 21 kg. El minicerdo estuvo en ayunas durante aproximadamente 28 horas antes del
muestreo de liquido/tejidos intestinales y enterocitos. El dia del muestreo, el minicerdo se pesd y se anestesio
mediante una inyeccion intramuscular en el cuello o en la pata trasera izquierda (aproximadamente 0,3 ml por kg de
peso corporal) de una mezcla de Zoletil 50 Vet., Virbac, Francia (125 mg de tiletamina y 125 mg de zolazepam),
Rompun Vet., Bayer, Alemania (20 mg de xilazina/ml, 6,5 ml), Ketaminol Vet., Veterinaria AG, Suiza (100 mg de
ketamina/ml, 1,5 ml) y Metadona DAK, Nycomed Danmark, Dinamarca (10 mg de metadona/ml, 2,5 ml). El animal se
sacrificd mediante desangrado antes del muestreo de liquido intestinal. Se ligé un segmento intestinal en ambos
extremos antes de la extraccion. El tejido aislado se coloco en solucion salina isoténica y se abrié mediante un corte
longitudinal para tomar muestras de liquido intestinal.

El tejido intestinal de cada segmento se transfirié a un tubo de centrifuga, se sumergié en 10 ml de tampdn fosfato
50°mM, pH 6,8 y se congel6 a -70 °C.

7.2 Métodos analiticos
7.2.1 Cuantificacion de MMF mediante CL-EM
7.2.1.1 Instrumento analitico

Instrumento: Sistema UPLC Acquity junto con un detector TQ (espectrometro de masas de triple cuadrupolo)
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(isocratico):
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Método UPLC:

Phenomenex Kinetex C18, 100A, 2,6 ym (150 x 4,6°mm)

0,4 ml/min
aprox. 100 pl/min a EM
30°C

agua al 25 % con acido acético al 0,1 %
metanol al 75 % con acido acético al 0,1 %
6 min

8 °C

4 ul

MMF: 4,3 min

MEF: 4,7 min

Espectrometria de masas
Masslynx 4.1
electronebulizacion/iones negativos (EN-)
2,3kV
100 °C
450 °C
18V
N2, 650 I/h
N2, 20 I/h
argon, aprox. 3,3*10* kPa (3,3*10-2 mbar)
11eV

128,94 > 85,03 permanencia de fumarato de monometilo: 200 ms
142,99 > 99,06 permanencia de fumarato de monometilo (PI): 200 ms

7.2.1.2 Soluciones madre y de calibracion

Se prepararon soluciones madre (SM), de trabajo (ST) y de calibracién del analito fumarato de monometilo (MMF) y
el patron interno (PI) de fumarato de monometilo (MEF) como se describe a continuacion.

SMwmmr:
SMP|Z

STP|Z

En un matraz volumétrico de 10 ml, se disolvieron 6,5 mg de MMF (Lote: MKRJ0642V/Aldrich) en metanol
y se completo el volumen (c = 650 pg/ml)
En un matraz volumétrico de 100 ml, se disolvieron 10 mg de MEF (Lote: STBC5219V/Aldrich) en metanol
y se completo el volumen (c = 100 pg/ml)
se transfirieron 100 yl de SMp; a un matraz volumétrico de 10 ml y se completd el volumen con acetonitrilo

(c =1.000 ng/ml);

Se prepararon soluciones de calibracion mediante dilucién en serie de SMuwr; se uso liquido diluido de intestino
delgado como matriz (diluido en 1/20 v/v con KH.PO4 50°mM, pH 6,8; (LI dil). El esquema de dilucion se proporciona
a continuacion:

7.2.1.3 Preparacion de la muestra

) . ] . Concentracién
solucién de calibracion | Preparacion
[ng/ml] | [uM]
cal6500 8 yl de SMmme |+ 792 pl de LI dil | 6.500 |50
cal3250 50 pl de cal6500 | + 50 pl de LI dil | 3250 25
cal650 20 pl de cal6500 | + 180 pl de LI dil | 650 5,0
cal325 50 ul de cal650 |+ 50 plde LI dil |325 2,5
calé5 10 pl de cal650 |+ 90 pl de LI dil |65 0,5

Se mezclaron 50 yl de muestra (solucion de calibracion o muestra de un experimento de incubacién con
profarmacos de MMF) con 50 ul de STe, 20 yl de acido férmico y 100 ul de acetonitrilo. Esta mezcla se agité con

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2795326 T3

formacién de vortice durante 15s y se centrifugd (13.000 rpm, 3 min). A continuacién, se sometieron 4 pl del
sobrenadante a analisis por CL-EM.

7.2.2 Experimentos de incubacion con DMF (referencia) y compuestos de la invencion
7.2.2.1 Soluciones madre
Se prepararon soluciones madre en DMSO o, para un compuesto, en DMSO con agua al 10 % (v/v). Las

concentraciones en las soluciones madre fueron 5,00, 2,50 y 1,67 mmol para compuestos con uno, dos y tres
equivalentes molares de MMF.

. Concentracion
Compuesto| PM | Peso de la muestra [mg] disuelto en
[mg/mi]| [mmol]
DMF 144,13 7,21 10 ml de DMSO | 0,721 5,00
Ejemplo 1 |418,40 5,29 5 ml de DMSO | 1,058 2,50
Ejemplo 2 | 374,35 4,68 5 ml de DMSO | 0,936 2,50
Ejemplo 3 | 330,29 4,13 5 ml de DMSO | 0,826 2,50

7.2.2.2 Experimento de incubacion

En un vial de vidrio de HPLC, se mezclaron 8 pl de solucién madre con 792 ul de LI dil y la mezcla se agitd
(250 rpm) en un bafio de agua (T = 37 °C).

Inmediatamente después de mezclar, asi como a t = 15 min, 30 min, 60 min, 90 min y 120 min, se retiraron 50 pl y
se prepararon para el analisis por CL-EM como se describe en el capitulo. 2.1.3.

Se continuaron las incubaciones y en caso de que el resultado del analisis de los 120 min indicase la presencia de
profarmaco de MMF intacto restante, se tomaron muestras adicionales (t = 360 0 420 min y a 1.260 o0 1.320 min) y
se analizaron.

7.3 Resultados

7.3.1 Calibracién del método analitico

Cada solucion de calibracion se analizd6 dos veces. El segundo anadlisis se realizé aprox. 18 h después del
almacenamiento de la muestra en el automuestreador, que se enfri6 a 8 °C. Los resultados demuestran que la

relacion del area de pico permanece esencialmente sin cambios entre el primer y el segundo analisis.

Los pares de datos de la relacion concentracion/area de pico se sometieron a andlisis de regresion con ponderacion
1/x y la ecuacion de calibracion resultante se us6 para cuantificar el contenido de MMF en muestras de incubacion.

patrén de calibracion | concentraciéon nominal [ng/ml] | Analisis | drea/area (Pl) | media | DTR
o

cal6500 6.500 ;dozzz'l'z; §j§§3 3,567 | 0,07
o

cal3250 3.250 ;dozzz'l';'; 1;;2 1,681 (1,73
e

cal650 650 ;dozzz'l';'; 8:232 0,347 | 0,29
e

cal325 325 ;dozrr‘]:'l'iz'iz 81123 0,169 | 2,96
— =

cal65 65 ;dozrr‘]aéll';'; 8:822 0,035 | 2,86
—

T T

Como puede observarse en la Figura 1, los compuestos de la invencion de acuerdo con los Ejemplos 1, 2 y 3, que
llevan dos equivalentes de MMF, muestran una hidrolizacién modificada con respecto a la de DMF. En particular, la
cinética de liberacion del primer equivalente de MMF fue esencialmente idéntica con respecto a la de DMF (tiempo
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0-30 min) mientras que el segundo equivalente se liber6 mas lentamente.
Ejemplo 8: Farmacologia In vivo

Evaluacion y comparacion de la eficacia de los compuestos de la invencion y DMF (referencia) en encefalomielitis
autoinmunitaria experimental inducida por MOGg3s.55 (EAE) en ratones C57BL/6:

Sistema de ensayo:
Induccion de EAE:

ratones C57BL/6 machos, 12 semanas de edad; 10 animales por grupo de tratamiento;
Dia - 1 - inyeccion subcutanea de MOG35-55, suspendida en adyuvante completo de
Freund e inyeccion intraperitoneal de toxina pertusica.

Dia 3 - inyeccion intraperitoneal de toxina pertusica.

Tratamiento: Se administraron fumarato de dimetilo y sustancias de ensayo o vehiculo solamente
por via oral. Se disolvieron o se suspendieron sustancias de ensayo en
hidroxietilcelulosa al 0,5 % (disueltas en dihidrogenofosfato de potasio 50°mM, pH 5,0).

Concentracion del farmaco en formulaciones de dosis: 11,54°mM;
Volumen de dosis:

Inicio del tratamiento:

Observaciones
(puntuacion clinica y peso
corporal):

Puntuacion clinica:

10 ml/kg de peso corporal;
Dia 1
Se registraron las observaciones a diario entre los dias 1y 13.

grado 0 - 10; O (= sin alteraciones), 1 (movimiento normal; cola flacida: 2/3 proximales
de la cola estan flacidos y caidos), 2 (movimiento normal; toda la cola esta flacida; 3
(marcha tambaleante; reflejo de enderezamiento ausente), 4 (ataxia de la marcha), 5
(paraparesia leve), 6 (paraparesia moderada), 7 (paraparesia grave o paraplejia), 8
(tetraparesia), 9 (moribundo), 10 (muerte).

Los resultados se muestran en la Figura 2 (peso corporal) y la Figura 3 (puntuacion clinica). Con el tratamiento de
animales con vehiculo solamente, se observaron los primeros sintomas el dia 8 (3 de 10 animales; puntuacion
clinica media: 0,4) y el estado empeor6 hasta el dia 13 (todos los animales se vieron afectados; puntuacioén clinica:
4.,6). Por el contrario, el tratamiento profilactico de los animales con DMF o compuesto de Ejemplo 1 protegio del
desarrollo de sintomas clinicos y el peso corporal permanecio estable.

Ejemplo 9: Permeabilidad de membrana

La permeabilidad de membrana se investigé en monocapas de células Caco-2. Se investig6 DMF en un experimento
separado para la comparacion.

Basandose en la suposicion de que in vivo, la molécula intacta se metabolizara de forma presistémica, el ensayo de
permeabilidad

se realiz6 solo en la direccion apical — basolateral. La concentracion de ensayo en el medio apical fue de 250 uM.
El ensayo se validé controlando la integridad de membrana con amarillo Lucifer (integridad postexperimental) y
determinando la permeabilidad de atenolol (baja permeabilidad), testosterona (alta permeabilidad) y eritromicina
(sustrato de Pgp). Ademas, se esperaba un metabolismo o degradacion significativos del compuesto de ensayo v,
por lo tanto, el compuesto original, asi como el MMF, se determinaron en el compartimento aceptor (medio
basolateral). Los puntos temporales de muestreo fueron 15, 45 y 90 min.

Los resultados se resumen a continuacion:

Pap x 10 [cm/s]

Recuperacién [%]

Relacién de flujo de

Articulo | Direccion | 1 o4ia s dt (CV) | media+dt (CV) | salida (b-a/a-b)
a-b 0,3+0,1 (455 %) 1‘)(”:;’2313/3)'1
Atenolol 1033 +°5 5 2,7
- 0, L] - y
b-a 0,8+0,2 (23,6 %) P
o a-b 01+02(161,8%) | 91,019 (21 %)
Eritromicina b-a 123+0,4 (29%) | 99924 (2,4 %) 100.8
ab 182+22(11.9%) | 67.3%1,2 (18 %)
Testosterona b-a 495+13(27%) | 949+09 (0.9 %) 2.7
Ejemplo 1 a-b 10201 (11,1%) | 17,1+ 0,4 (2,3 %) N/A
] . 1016%32
Atenolol ab 03+0,1(30,0 %) (3,1 %) 2.8
b-a 1,0£0,1(92%) | 950+53 (55 %)
Eritromicina a-b 020,02 (12,0 %) | 107,722 (2.1 %) 55,9
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Articulo Direccion Pap x 10 [cm/s] Recuperacioén [%] | Relacién de flujo de
media £ d.t. (CV) media £ d.t. (CV) salida (b-a/a-b)
b-a 11,5+0,5(4,0%) | 89,1+8,5(9,5 %)
a-b 16,2+1,6 (9,8%) | 62,5+2,1(3,4 %)
Testosterona b-a 30,7+ 1,7 (57 %) | 76,1 4,5 (6,0 %) 1.9
DMF a-b 1,8+0,2 (12,3 %) 11,6 £ 1,0 (8,2 %) N/A

La permeabilidad aparente media de los compuestos de ensayo expresada como Pa, x 106 fue de 1,8 + 0,2°cm/s
para DMF y de 1,0 £ 0,1°cm/s para el Ejemplo 1. En comparaciéon con las moléculas de referencia, DMF y el
compuesto del Ejemplo 1 pueden clasificarse como farmacos de permeabilidad moderada. La recuperacion de todos
los compuestos de ensayo y de referencia fue similar (11,6 % para DMF, 17,1 % para el compuesto del Ejemplo 1),
lo que indica una susceptibilidad similar a la hidrdlisis.

Ejemplo 10: Farmacocinética in vivo

La farmacocinética de MMF después de la administracion del compuesto del Ejemplo 1 y DMF para la comparacion
se investigd en ratones RMNI hembras (3 animales por grupo). El compuesto de ensayo se disolvié en
DMSO/PEG300 (20/80) y se administré p.o. (sonda) a un volumen de dosis de 10 ml/kg. Se administré DMF a una
dosis de 45 mg/kg. El compuesto de ensayo se dosificd a una dosis equivalente de MMF,

es decir, 65,3 mg/kg. Se tomaron muestras de sangre a 0,25, 0,5, 1, 6,0 y 8,0 h después de la administracién del
farmaco.

Los perfiles de concentracion media frente al tiempo de MMF en la escala lineal y semilogaritmica se muestran en la
Figura 5.

animal n.° \ , - . *
Cmax Tmax AUCuitimo t [h] AUCins [ng AUC%Extrap F* [0/]
[ng/ml] [h] [ng*h/ml] % h/ml] [%] °
1 6.860 0,25 5.120 0,49 5.140 0,36 731
2 6.700 0,25 6.040 1,02 6.080 0,69 86,5
3 12.700 | 0,25 6.550 1,56 6.750 3,03 96,0
media: 8,753 0,25 5,903| 1,02 5,990 1,36 85
d.t.: 3,419 0,00 725| 0,54 809 1,45 12
C.V. 39 % 0% 12%| 52 % 14 % 107%| 14%
*: F = biodisponibilidad de MMF con respecto a la administracién de DMF
y de DMF para comparacion:
animal n.° Cmax Tmax AUCuitimo t [h] AUCins AUC%Extrap F [0/]
[ng/ml] [h] [ng'h/ml] " [ng"h/ml] [%] °
4 13.000 | 0,25 6.750 1,13 6.800 0,79 N/A
5 7.330 0,25 7.630 2,83 7.710 1,00 N/A
6 6.640 0,25 6.530 0,96 6.580 0,81 N/A
media: 8.990 0,25 6.970 1,64 7.030 0,87 N/A
d.t.: 3.490 0,00 582 1,03 599 0,12 N/A
C.V.: 39 % 0% 8% 63 % 9% 14 % N/A

La tasa y el grado de exposicion sistémica de animales a MMF después de la administracion de los diferentes
compuestos fueron muy similares. En comparacioén con la biodisponibilidad de MMF después de la administracion de
DMF, la biodisponibilidad relativa de MMF después de la administracion del compuesto de ensayo (Ejemplo 1) fue
del 85 %.

Ejemplo 11: Efecto de los profarmacos de MMF de acuerdo con el Ejemplo 1 y el Ejemplo 2 sobre la
inflamacion de la piel similar a la psoriasis inducida por Imiquimod

Ratones BALB/c (n = 6 por grupo de tratamiento), de 8 a 10 semanas de edad, recibieron una dosis tépica diaria de
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65 mg de crema de IMQ disponible en el mercado (5 %) (Aldara; 3M Pharmaceuticals) sobre el lomo rasurado
durante 8 dias consecutivos (del dia 1 al dia 8).

Los articulos de ensayo (Ejemplo 1 y Ejemplo 2) se administraron por via oral dos veces al dia entre el dia 5y el dia
8 a una dosis de 15 mg/kg. Para la administracion del compuesto de acuerdo con el Ejemplo 1, el compuesto sélido
se disolvié en hidroxietilcelulosa al 0,5 % (en KH2PO4 50°mM, pH 5,0) a una concentracion de 2,18 mg/ml. Para la
administracion del compuesto de acuerdo con el Ejemplo 2, se disolvié 1 vol. de una solucién madre (19,5 mg/ml en
DMSO) con 9 vol. de hidroxietilcelulosa al 0,5 % (en KH:PO4 50°mM, pH 5,0). El volumen de la dosis fue de
10 ml/kg.

El efecto del tratamiento con vehiculo solamente, con anticuerpo anti-TNF administrado por via intravenosa (=
control positivo) o con los articulos de ensayo se evalué el dia 9. La gravedad de la inflamacion de la piel del lomo se
determiné usando el sistema de puntuacion IAPG (indice de area de psoriasis y gravedad) como se indica a
continuacion: 0 = piel normal del ratén; 1 = enrojecimiento leve; 2 = eritema; 3 = eritema, hinchazén; 4 = eritema,
hinchazén, descamacion; 5 = eritema, hinchazon, descamacion, lesiones (con sangre).

Ademas, se determinaron citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-27) y quimiocinas (IP-10 y GRO-a) en suero de muestras de
sangre, que se extrajeron el dia 9.

En la Figura 6 se muestra el efecto del tratamiento con vehiculo (v.o., dos veces al dia), anticuerpo anti-TNFa (i.v.,
dos inyecciones en total), asi como sustancias de ensayo (de acuerdo con el Ejemplo 1 y el Ejemplo 2, v.o. dos
veces al dia, 15 mg/kg) en la puntuacion IAPG en psoriasis inducida por Imiquimod en ratones Balb/c.

En las Figuras 7a a 7e se muestra el efecto del tratamiento con vehiculo (v.o., dos veces al dia), anticuerpo anti
TNFa (i.v., dos inyecciones en total), asi como sustancias de ensayo (de acuerdo con el Ejemplo 1y el Ejemplo 2,
v.0. dos veces al dia, 15 mg/kg) sobre las concentraciones séricas de citocinas y quimiocinas (Figura 7a (IFN-y), 7b
(TNF-a), 7c (IL-27), 7d (IP-10) y 7e (GRO-a) en inducida por Imiquimod psoriasis en ratones Balb/c. Se extrajeron
muestras de sangre 1 h y 4 h después de presentar el tratamiento final.

Ejemplo de referencia: comparacion de la cinética de la liberacion de MMF de éster metilico del éster 1-((E)-3-
metoxi-carbonil-acriloiloxi)-etilico del acido (E)-but-2-enodioico de acuerdo con el ejemplo 45 del documento
WO02010022177 (US20100048651) y DMF durante la incubacion en el liquido intestinal del minicerdo

Se afiadi6 éster metilico del éster 1-cloro-etilico del acido (E)-2-enodioico:

Cloruro de cinc anhidro (0,1 g; 0,8 mmol) a éster metilico del acido (E)-3-clorocarbonil-acrilico puro (5,6 g; 38 mmol)
y la mezcla resultante se agitdé durante 2 h a temperatura ambiente. Se afiadio acetaldehido (2,5 ml; 45 mmol) gota a
gota mientras se mantenia la temperatura por debajo de 20 °C. Después de que se completase la adicion, la
agitacion continué durante 1 h y después se inactivé con agua (15 ml) y NaHCO3 acuoso (10 %; 6 ml). La mezcla se
extrajo con EtOAc (2 x 100 ml), las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se secaron sobre
Na2S04 y se concentraron a presion reducida. El producto en bruto restante se purifico a través de cromatografia en
gel de silice (eluyente: 10:1 v/v; n-heptano: MtBE) para producir 1,7 g (8,8 mmol; 23 %) de éster metilico del éster 1-
cloro-etilico del acido (E)-but-2-enodioico.

Ester metilico del éster 1-((E)-3-metoxicarbonil-acriloiloxi)-etilico del acido (E)-but-2-enodioico:

Una solucién de fumarato de monometilo (1,72 g; 13,2 mmol) en N-metilpirrolidona (10 ml) se afiadi6 al éster metilico
del éster 1-cloro-etilico del acido (E)-but-2-enodioico puro (1,7 g; 8,8 mmol) seguido de NaHCO3 (0,96 g; 11,5
mmol). La suspension resultante se calentd a 55 °C y se agitdé durante 4 h. Debido a una conversion moderada, la
temperatura de reaccion se aumento a 80 °C y la agitacion continué durante 12 h. Se dej6 que la mezcla alcanzara
la temperatura ambiente, se diluy6é con acetato de etilo (150 ml) y se lavé con agua (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml).
La capa organica se seco sobre Na2S04, se concentrd a presion reducida y el producto en bruto restante se purifico
a través de cromatografia en gel de silice (eluyente: 4:1 v/v; n-heptano: MtBE) para producir 0,79 g (2,8 mmol; 31 %)
de un solido incoloro.

Como puede observarse en la Figura 8, el éster metilico del éster 1-((E)-3-metoxicarbonil-acriloiloxi)-etilico del acido

(E)-but-2-enodioico, que lleva un equivalente de MMF, muestra una hidrolizacion diferente con respecto a la de DMF.
En particular, la cinética de liberacién es considerablemente mas rapida con respecto a la de DMF.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de acuerdo con la Férmula (1)

0]
O O
0]

Férmula (1),
en donde R es hidrogeno y n es un numero entero de 1 a 10, o
10 R es trans -CO-CH=CH-COOCHS3 y n es un numero entero de 2 a 10,
o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato, polimorfo y/o mezclas de los mismos.

2. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde en la Formula (I) R es hidrégenoynes 1,2 0 3.

15 3. Compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en donde el compuesto de acuerdo con
la Formula (1) se selecciona entre los compuestos de acuerdo con las Férmulas (11), (111) y (V)

O
HyC” © X 0" > 0k
o
20 Férmula (11)
o
TR N S
O
Férmula (1)
25
O
HaC” © I i RN N T
O
Férmula (IV)

30 4. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde en la Féormula (1) R es trans -CO-CH=CH-COOCH:s.

5. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 4, en donde el compuesto de acuerdo con la Férmula (I) se
selecciona entre los compuestos de acuerdo con las Férmulas (VI) y (VII)

0 o
0 o o CH
HyC” X i R i ~ o "

35
Férmula (VI)
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ch/‘l’ N I N U N S 0\«3%43

Formula (VII)

5 6. Compuesto de acuerdo con la Férmula (1)

O
O O
H;,C”/ \(\J\G%\/ }n\/\eﬂ
O

Férmula (1),
10
en donde R es hidrogeno o trans -CO-CH=CH-COOCHj3, y
n es un numero entero de 0 a 10
o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato, polimorfo y/o mezclas de los mismos;
para su uso como medicamento.
15

7. Compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde en la Féormula () nes 1,2 0 3.
8. Compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en donde en la Férmula (I) R es hidrégeno.

20 9. Compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde el compuesto de
acuerdo con la Férmula (1) se selecciona entre los compuestos de acuerdo con las Férmulas (11), (1) y (IV)

0O
Q O
HC” AN 07 >N N on
&)
25 Férmula (11)
O
O O OH
Hac/ AN a/\/ \//‘\O/’\\/
O
Férmula (1)
30
O
G O O
H3C/ N o N \v/\e/\\/ ‘\/\OH
o]
Formula (1V).

35 10. Compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde en la Féormula (I) R es trans -CO-CH=CH-
COOCH:s.

11. Compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6 o 10, en donde el compuesto de acuerdo con la

20



10

15

20

25

30

35

ES 2795326 T3

Foérmula (1) se selecciona entre los compuestos de acuerdo con las Formulas (V), (V1) y (VII)

O O
O O O
e AN o N e “ch,

Férmula (V)

a3c”0 N R VW ~ o~ s

Férmula (VI)

H30/0 N I N N O N F G\CHS

Férmula (VII).

12. Compuesto de acuerdo con la Férmula (1)

0
o O
H,G - NQ /ev }ﬂ\/\ﬂﬂ
0

Férmula (1),

en donde R es hidrogeno o trans -CO-CH=CH-COOCHj3, y

n es un numero entero de 0 a 10

0 una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato, polimorfo y/o mezclas de los mismos para su uso en el
tratamiento de enfermedades sistémicas, enfermedades autoinmunitarias o enfermedades inflamatorias,
preferentemente para el uso en el tratamiento de la esclerosis multiple, la artritis reumatoide o la psoriasis.

13. Composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5 0 un compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12.

14. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende

(i) de 0,01 a 10 mmol de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o
compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12 y
(i) opcionalmente excipientes farmacéuticos.

15. Composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14, en donde la liberacion
del farmaco in vitro después de 2 horas es inferior al 10 %, medida de acuerdo con la USP, Aparato I, paleta, HCI
0,1, 37 °C, 50 rpm.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7a
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Figura 7¢
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Figura 7d
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Figura 8
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